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RESUMO

As formulagdes lacteas infantis sdo uma fonte importante de nutricdo para lactentes,
pois dependem desse alimento para crescerem e se desenvolverem durante o
primeiro ano de vida. No entanto, uma grande preocupacédo surge quando nos
lactarios hospitalares ha indicios de contaminacdo dessas formulagdes por
micro-organismos patégenos, colocando assim, a vida dos lactentes em risco de
infeccdo e intoxicagdo alimentar. Com isso, esse trabalho objetivou avaliar a
qualidade microbioldgica de formulagdes lacteas de um lactario hospitalar, localizado
na cidade de Maceid, Alagoas, Brasil. Para isso, foram coletadas amostras de
diferentes formulacdes infantis (14 tipos) utilizadas nesse lactario, durante os anos
de 2015 - 2020. A partir dessas amostras, avaliou-se a presenca dos
micro-organismos indicadores: coliformes totais e termotolerantes, Bacillus cereus,
Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase positivo. Os resultados obtidos
puderam mostrar deficiéncia de higiene, provavelmente durante o processo de
manipulagdo das formulagbes, ja que certas amostras se apresentaram fora dos
padrées microbiolégicos para coliformes e Bacillus cereus. Quanto para Salmonella
spp. e Stapylococcus, o lactario parece atender a legislagao vigente, uma vez que o
nivel de contaminagdo esta dentro dos padrdées microbiolégicos para esses dois
micro-organismos. Assim, é possivel concluir que nesse lactario a falta de cuidados
adequados pode estar colaborando para a presenga de micro-organismos
patdgenos nas formulagdes infantis, no que diz respeito a coliformes e Bacillus
cereus. E necessario que o hospital em questdo contribua com maior rigor no
preparo dessas formulagdes, para que os lactantes ndo tenham sua saude
comprometida.

Palavras-chave: Formulas lacteas infantis; Lactario hospitalar; Micro-organismos

indicadores.



ABSTRACT

Infant milk formulas are an important source of nutrition for infants, as they depend
on this food to grow and develop during the first year of life. However, a major
concern arises when there are signs of contamination of these formulations by
pathogenic microorganisms in hospital lactaries, thus putting the lives of infants at
risk of infection and food poisoning. Therefore, this study aimed to evaluate the
microbiological quality of milk formulations from a hospital lactary located in the city
of Macei6, Alagoas, Brazil. For this, samples of different infant formulas (14 types)
used in this lactary were collected during the years 2015 - 2020. From these
samples, the presence of indicator microorganisms was evaluated: total and
thermotolerant coliforms, Bacillus cereus, Salmonella spp. and Staphylococcus. The
results obtained showed that in this lactary there is a certain lack of hygiene control,
probably during the process of handling the formulations, since certain samples were
outside the microbiological standards for coliforms and Bacillus cereus. As for
Salmonella spp. and Stapylococcus, the lactary seems to meet the standard hygiene
conditions, since the level of contamination is within the microbiological standards for
these two microorganisms. Thus, it is possible to conclude that in this lactary the lack
of adequate care may be contributing to the presence of pathogenic microorganisms
in infant formulas, with regard to coliforms and Bacillus cereus. It is necessary for the
hospital in question to contribute more rigorously to the preparation of these
formulations, so that infants do not have their health compromised.

Keywords: Infant milk formulas; Hospital lactary; Indicator microorganisms.
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1 INTRODUGAO

O leite materno é considerado o alimento adequado para a nutrigdo de
lactentes de 0 até os dois anos de vida. Essa fonte alimentar, além de conter os
nutrientes necessarios para o desenvolvimento nessa fase da vida, possui
importancia do ponto de vista imunolégico, que permite os lactentes adquirirem
resisténcia imunoldgica para enfrentar possiveis infecgdes. Entretanto, quando néo é
possivel alimentar esses individuos com o leite materno, é introduzida uma
alimentagao a base de féormulas desidratadas infantis (FDI), as formulagdes lacteas
(WHO, 2007).

Formulagdes lacteas podem ser ofertadas aos lactentes até 11 meses e 29
dias de vida. Essas formulacbes sdo administradas em quantidades recomendadas
de acordo com a idade e necessidades nutricionais dos lactentes, ofertando
quantidades balanceadas de macronutrientes (carboidratos, lipideos e proteinas) e
micronutrientes. No entanto, as formulagdes lacteas podem oferecer perigo a saude
dos lactentes em lactarios hospitalares, devido a falhas de higiene durante o
preparo, podendo favorecer a contaminagao e/ou crescimento de micro-organismos
patogénicos (ANVISA, 2018).

O sistema Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) surge,
atualmente, como uma importante ferramenta para a qualidade alimentar (McNab,
1998; National Advisory..., 1998). Seu uso torna-se fundamental, principalmente nos
estabelecimentos onde a preparagao de alimentos necessita de rigorosas condi¢des
de higiene, como é o caso das Centrais de Sondas e Lactarios onde sao preparadas

dietas enterais e formulas lacteas.

Este trabalho objetiva verificar a qualidade microbiolégica de formulag¢des
lacteas ofertadas em mamadeiras aos lactentes de um hospital da cidade de
Maceio, Alagoas, Brasil. Sendo assim o trabalho a seguir foi estruturado da seguinte
forma: primeiro, serdo abordados na revisdo da literatura, temas associados a
microbiologia geral e voltada para lactarios, focando nas formulagbes lacteas; em
seguida, os temas explorados envolvem recomendacgdes para o preparo das
formulagées em lactarios, avaliagdo microbiologica de formulagdes lacteas e por

ultimo, foi explorado como o0s micro-organismos patogénicos (focando



principalmente os estudados nesta pesquisa) associados a contaminagao alimentar

estdo correlacionados com algumas ocorréncias de cunho clinico patoldgico.

Apo6s abordar as informacbes associadas ao tema do trabalho, deu-se
continuidade apresentando os materiais e métodos utilizados na avaliagao
microbiolégica das formulagbes lacteas. Os resultados obtidos foram descritos e
discutidos de acordo com trabalhos da literatura, chegando entdo a conclusao final

obtida apds discussao dos principais achados.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbiologia de Alimentos

A Microbiologia € uma ciéncia, ramo da Biologia, que se propde estudar os
seres Vivos microscopicos e seus diferentes aspectos como sua morfologia,
estrutura, fisiologia, caracteristicas genéticas, formas de reprodugao, taxonomia e
como esses seres interagem com outros seres e com o0 meio ambiente. Também é
possivel expandir os estudos microbiolégicos para aplicagdes industriais dos

micro-organismos, envolvendo processos biotecnoldgicos (TRABULSI, 2015).

Essa ciéncia teve como marco inicial, os estudos realizados por Antony Van
Leuwenhoek (1632 — 1723), que usando um microscoépio ainda precario, comparado
aos atuais, observou em diferentes amostras (aguas, saliva, fezes, etc.) objetos
muito pequenos incapazes de serem vistos a olho nu. Esses objetos pequenos
foram chamados por Leuwenhoek de “animaculos” por acreditar que seriam
pequenos animais vivos e Leuwenhoek pode observar que esses seres se moviam e
possuiam formas diferentes. Dessa forma, os principais tipos de micro-organismos
existentes que conhecemos na atualidade (protozoarios, algas, fungos e bactérias)

foram primeiramente descritos por Leuwenhoek (CARVALHO, 2010).

A origem desses micro-organismos se tornou alvo dos cientistas apds sua
descoberta, levando esses cientistas a acreditarem que esses seres se originaram e
se dividiram de duas formas diferentes, definidas como biogénese e abiogénese. De
acordo com a linha de pensamento da biogénese, esses seres surgiram a partir de
uma “semente”, ou seja, 0s micro-organismos ja existem no ambiente e ao encontrar
condicbes favoraveis, esses seres sdo capazes de se desenvolver e se multiplicar.
Ao contrario, na abiogénese, também conhecida como geragdao espontanea, os
micro-organismos surgiram a partir da matéria organica que estava em
decomposigao ou putrefagao (CARVALHO, 2010).

Com o passar das décadas e com a evolugédo tecnoldgica, ficou cada vez
mais dificil de acreditar na origem abiogénica dos micro-organismos. John T.
Needham (1713 -1781) foi um grande defensor da abiogénese, realizando

experimentos, no ano de 1749, com caldo aquecido e percebendo que ainda



cresciam micro-organismos. Seus experimentos n&o foram realizados nas condi¢des
ideais de higiene e isso levou a duvidas sobre a veracidade acerca da abiogénese.
Esses estudos despertou a curiosidade de outro pesquisador, Lazzaro Spallanzani
(1729 -1799), que décadas depois realizou diversas experimentagdes levando
infusbes a esterilizacdo e considerando o contato de frascos com ar, chegando a
conclusdo de que esses fatores influenciavam na presenca ou auséncia de
micro-organismos (PRESTES e CREVELARIO DE CARVALHO, 2012).

Mais tarde, o quimico francés Louis Pasteur (1822 — 1895) foi responsavel por
concluir que o contato do ar com estava relacionada com a contaminagao de caldos
nutritivos e aquecidos. Seus experimentos com frascos de pescoc¢o longo curvado
em V, mostraram que a poeira presente no ar ficava retida na area sinuosa do frasco
e 0S micro-organismos ndo cresciam no caldo. Pasteur foi um grande contribuinte
para impulsdo da tecnologia dos alimentos e criou assim o processo de
pasteurizacao dos alimentos, capaz de preservar os alimentos (BORDENAVE, 2003;
CARVALHO, 2010).

O ramo da microbiologia que se preocupa com 0s processos no qual os
micro-organismos influenciam nas caracteristicas dos produtos para alimentacao
humana e alimentar € chamado de microbiologia dos alimentos. Na microbiologia
dos alimentos, estdo envolvidos tanto os organismos que constituem a
microbiologia, quanto os processos biotecnologicos associados a produgao dos
alimentos. Dentro da microbiologia dos alimentos, os microrganismos podem ser
classificados como: agentes responsaveis pela deterioragdo dos alimentos, agentes
patogénicos transmitidos pelos alimentos e os produtores de alimentos. Nesse
sentido, cada vez mais tem se buscado aperfeicoar os cuidados com os alimentos a
fim de conserva-los e prevenir a transmissdo de doengas causadas por
microorganismos (SEDUC, 2012; FORSYTHE, 2013).

A busca pelo alimento saudavel e de qualidade acompanha a evolugédo da
humanidade e vai desde a selecao de plantas e animais adequados para o consumo
humano, passando por um cultivo adequado até alcangar uma escala de maior nivel
tecnolégico, sendo este aplicado principalmente nas industrias, seja para detectar a

presenca de micro-organismos indesejaveis ou seus produtos, assim como a



aplicacdo de micro-organismos cuja atividade, pode, por exemplo, auxiliar na
fermentacao de produtos (SEDUC, 2012; FORSYTHE, 2013).

Os micro-organismos presentes nos alimentos podem ter origem de diferentes
fontes que incluem, solo e agua, ar e poeira, plantas e derivados, microorganismos
do trato gastrointestinal e os que estdo presentes nos alimentos por praticas
sanitarias e de higiene de manipuladores de alimentos. Alguns fatores intrinsecos e
extrinsecos como acidez, oxigénio, umidade e temperatura podem influenciar
diretamente na qualidade do alimento e na propensdao do desenvolvimento de
micro-organismos.

Se tratando de fatores intrinsecos, microrganismos dependem da agua
disponivel para a sua sobrevivéncia e esse fator esta diretamente relacionado com a
umidade, outro fator favoravel para o desenvolvimento de micro-organismos. O pH
do meio pode favorecer sua multiplicacdo, sendo a faixa de pH entre 4,0 — 4,5
(acido) a mais favoravel para esse desenvolvimento. A quantidade de nutrientes
(fontes de carbono, nitrogénio, vitaminas e sais minerais) também é um fator
limitante para o desenvolvimento dos micro-organismos (FRANCO e LANDGRAF,
2005; CARVALHO, 2010; FORSYTHE, 2013).

Dos fatores extrinsecos, a temperatura exerce grande influéncia no
crescimento e desenvolvimento de microrganismos em alimentos, ja que interfere na
velocidade das reagdes quimicas necessarias para esse crescimento microbioldgico.
Temperaturas que variam entre 20° — 47° C sdo propensas ao surgimento de
micro-organismos, mas algumas espécies terméfilas podem crescer entre 50° - 60°
C. Em geladeira, outros microrganismos podem crescer em temperaturas entre 10° -
15 © C. Por esse motivo, os alimentos muitas vezes sdo conservados sob baixas
temperaturas (FRANCO e LANDGRAF, 2005; CARVALHO, 2010; FORSYTHE,
2013).

Algumas bactérias precisam de condi¢des especificas para sua sobrevivéncia,
como a presenga de oxigénio. Micro-organismos podem depender de oxigénio ou
podem necessitar de diéxido de carbono para se desenvolverem, ja outros nao
toleram a presenga de oxigénio. Também existem micro-organismos que sao
aerobias-anaerobias facultativas, como as bactérias de interesse da industria
alimentar (FRANCO e LANDGRAF, 2005; CARVALHO, 2010; FORSYTHE, 2013).



Enfatizando um potencial patogenicidade, microorganismos como virus,
bactérias e fungos podem estar presentes nos alimentos devido a uma higiene
precaria, podem estar presentes em alimentos adquiridos de areas contaminadas ou
ainda ser transmitidos por animais. Virus, como o da hepatite A, podem ser
adquiridos ao se consumir moluscos, frutas e vegetais crus. Fungos podem estar
presentes em nozes e cereais e bactérias, incluindo Bacillus spp., Campylobacter,
Clostridium, Escherichia coli (E. coli), Salmonella, Shigella, Staphylococcus e Vibrio,
sao microorganismos que podem estar presentes em alimentos crus e processados
e de origem animal como, por exemplo, os produtos lacteos (FRANCO e
LANDGRAF, 2005; CARVALHO, 2010; FORSYTHE, 2013).

Tendo em vista as caracteristicas da microbiologia e da microbiologia na
alimentacao, fica evidente que o controle da qualidade do alimento precisa estar
adequado as normas de higiene, uma vez que os diversos micro-organismos, como
os anteriormente citados, podem tanto inviabilizar o consumo de um determinado

alimento, quanto ser responsavel por causar prejuizos a saude humana.

2.2 Microbiologia associada a lactarios

Lactarios nos Estabelecimentos de Saude (EAS), de acordo com a RDC n° 50
de 2002, sao unidades com area restrita que se destinam a limpeza, esterilizagao,
preparo e guarda de mamadeiras, basicamente, de formulas lacteas. Alguns setores
desses estabelecimentos podem compartilhar uma area de Nutrigdo Enteral, na qual
sdo preparados alimentos “in natura” destinados a substituir ou complementar a
alimentagao oral de pacientes em regime hospitalar. Alimentos a base de cereais,
leite e leite modificados também podem ser preparados nessas instalagdes, com a
finalidade de alimentar lactentes e criangas de primeira infancia (MEZOMO, 1987;
BRASIL, 2002).

O objetivo principal de um lactario hospitalar € providenciar alimentacao
apropriada e segura, levando em consideragdo os aspectos microbioldgicos e
nutricionais, proporcionando assim aos recém-nascidos, lactentes e criangas,
promogao da saude e/ou recuperacao. Esses aspectos sdo considerados, uma vez

que alimentos s&o um veiculo de contaminagdo humana por micro-organismos



patogénicos quando ndo ha uma condigdo higiénico-sanitaria adequada ao se
manipular tais alimentos. E se tratando dos ambientes de preparo de alimentos “in
natura” e o ambiente em que se € realizada a limpeza e higienizacdo dos insumos
de preparos desses alimentos, esses devem obrigatoriamente ser separados dos
lactarios cujas formulas e alimentos infantis sdo preparados, a fim de se evitar
contaminacgao (ILSI-BRASIL, 2017).

Por diferentes razdes, recém-nascidos e criangas que ainda necessitam de
amamentacdo, mas nao dispdem de aleitamento materno, precisam ser alimentadas
com formulagdes lacteas, que devem passar por um rigoroso controle microbioldgico
hospitalar nos lactarios. O leite € uma excelente fonte de nutrientes para os
lactentes, mas também um meio de cultura ideal para o crescimento de
micro-organismos que, a depender da sua quantidade, faixa etaria do lactente e
condicbes de saude dos mesmos, podem ser um risco a saude. Dependendo da
condicdo de higiene do lactario ou se os hospitais ndo possuem uma area adequada
para o preparo de formulag¢des infantis, é possivel que seja identificada a presenca
de micro-organismos nesses locais e nas formulagdes, como Salmonella,
Staphylococus aureus (S. aureus), Bacillus cereus, coliformes e E. coli. A falta de
higiene se torna assim o fator crucial para que ocorra tais contaminagées (BARROS,
1997; MOMESSO, LANZIOTTI e CAPRONI, 2016).

O local de preparo das formulagdes, em termos de higiene do ambiente, pode
nao ser especificamente a origem de micro-organismos patogénicos presentes nas
formulagdes infantis. Os lactarios podem apresentar condicbes adequadas de
higiene. No entanto, as condigdes de higiene dos manipuladores dessas
formulagdes infantis contribuem para que haja ou ndo o crescimento microbiano
tanto no ambiente de trabalho quanto nas formulagdes. Investigando esse fator, De
Salles e Goulart (1997) avaliaram as condi¢gdes higiénico-sanitarias dos lactarios
hospitalares em Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. Os autores puderam
evidenciar que os lactarios apresentaram boas condi¢ées higiénico-sanitarias,
porém, 45,9% das amostras de preparagoes lacteas foram positivas para contagem
de coliformes totais. Além disso, E. colil e S. aureus foram detectados nas méaos dos
manipuladores e S. aureus detectado na regido orofaringea dos manipuladores dos

lactarios.



Outra forma de contaminagdao de formulas infantis € o setor industrial onde
essas férmulas sédo produzidas. Muitas vezes, as formulas chegam ao seu destino ja
contaminadas e por esse motivo a higiene deve ser feita desde 0 momento em que
esses produtos s&o recebidos nos lactarios hospitalares. Alguns micro-organismos
podem ser destacados quanto a origem e local onde se desenvolvem, gerando
contaminacao das féormulas lacteas: a presengca de Salmonella entérica nos
alimentos infantis pode ocorrer devido a falta de higiene, contaminagcdo da
matéria-prima ou do ambiente; Clostridium botulinum parece ocorrer com menos
frequéncia em formulas infantis; S. aureus normalmente ¢é detectada na pele e mao
de manipuladores de alimentos e se torna uma fonte importante de contaminacao
por produtos manipulados por eles e que sao ingeridos; B. cereus e também seus
esporos frequentemente contaminam produtos lacteos em forma de p6 e os esporos
germinam quando esses produtos s&o reconstituidos e mantidos em temperatura
ambiente. Vale salientar que Salmonella enterica € um dos micro-organismos com
maior frequéncia de associagdo com surtos alimentares em lactentes e criancas de
primeira infancia (RODRIGUES et al., 2019).

Assim, todas as medidas de seguranca cabiveis devem ser empregadas para
minimizar e evitar a contaminagao de lactentes hospitalares por microrganismos. Os
cuidados partem desde a chegada dos produtos lacteos aos hospitais, do ambiente
de manipulacdo e utensilios utilizados e se estende até os manipuladores de

formulas infantis.

2.3 Medidas sanitarias ideais para preparag¢ao de formulagoes lacteas

As medidas higiénico-sanitarias para o preparo de formulagdes infantis visam
evitar que essas formulagdes contenham qualquer micro-organismo capaz de gerar
algum tipo de patogenicidade aos lactentes. Essas medidas foram determinadas
pois as Férmulas Desidratadas para Lactentes (FDL) tém sido associadas a infecgéo
e doenga grave em lactentes, podendo essa contaminagao ocorrer durante o
processo de produgcao das formulagées e ao manejo feito pelos manipuladores de
formulas lacteas. Pensando nisso, a comissdo do Codex Alimentarius revisou o
Code of Hygienic Practice for Foods for Infants and Children, a partir do parecer

cientifico solicitado a Organizagdo para a Alimentacdo e Agricultura das Nagbes



Unidas (FAO) e da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2007; FAO/WHO.,
2007).

Para os lactentes, principalmente os mais vulneraveis, recomenda-se 0 uso
de formulas liquidas comerciais estéreis, pois essas sao livres de micro-organismos
patogénicos. No entanto, pode ser que estabelecimentos de prestagcéo de cuidados
(hospitais e as creches) nao possuam essas formulas estéreis, se fazendo
necessario o uso das FDL. As FDL n&o s&o estéreis e portanto possuem maior risco
de conter microorganismos patogénicos (WHO, 2007; ILSI-BRASIL, 2017;
FAO/WHO., 2007).

As recomendacgdes para o preparo das formulagdes infantis, de acordo com a
OMS e a FAO (2007) e ILSI-BRASIL (2017), estabelecem de forma geral, o processo
de higienizagdo do ambiente de preparo, no caso dos hospitais € o lactario, higiene

dos manipuladores das formulagdes e higiene dos equipamentos e utensilios.

» Processos de higiene ambiental, equipamentos e utensilios:

O processo de higienizagdo do ambiente de preparo das formulagbes e dos
utensilios engloba limpeza e desinfec¢do. A limpeza manual para remogao de
sujidades pode ser feita por fricgao, utilizando escova e solugdo detergente em
ambiente e em utensilios e superficies de contato com o alimento. A limpeza pode
ser feita diariamente ou de rotina e para pisos, paredes, portas e outras superficies
internas, o prazo maximo para limpeza é de 15 dias (WHO, 2007; ILSI-BRASIL,
2017; FAO/WHO., 2007).

Limpeza mecanica, utilizando lavadoras com jato quente (que operam com
processos de enxague associados e em temperatura e tempo padronizados), pode
ser aplicada em equipamentos, como copo de liquidificador, e mamadeiras e
utensilios utilizados no preparo das formulagdes infantis. Para lavagem de
equipamentos a temperatura recomendada é de 55°C a 65°C, e de 80°C a 90°C
para enxague. Mamadeiras podem ser imersas em solugdo de agua a pelo menos
42°C, com detergente neutro e o auxilio de escova para mamadeira € recomendado.

O processo de lavagem deve ser feito até a remocao total da sujidade. Os bicos



devem ser lavados ao avesso, com escova apropriada e enxague em agua corrente.
As mamadeiras sao finalizadas ao fazer a desinfecgao fisica (termo desinfecg¢ao) de
alto nivel ou esterilizagdo em autoclave (121°C), por 15 minutos, para também
eliminar as formas esporuladas de bactérias, fungos e virus. Mamadeiras e
utensilios de contato com o alimento infantil precisam ser livres de bisfenol A, devido
a sua baixa resisténcia a altas temperaturas. Sendo assim, as mamadeiras devem
ser de material plastico com base de polietilieno misturado (WHO, 2007;
ILSI-BRASIL, 2017; FAO/WHO., 2007).

Para desinfecgao, alguns agentes quimicos como hipoclorito de sédio (0,02%
ou 200 partes por milhdo (ppm) de cloro ativo para superficie) e alcool etilico a 70%
tém sido utilizados para desinfeccdo do ambiente, equipamentos e utensilios.
Contudo, alguns materiais como mamadeiras e certos utensilios de plastico podem
apresentar rachaduras e desgaste e descoloracdo devido a agao corrosiva do
hipoclorito de sodio; o uso nesses materiais ndo € recomendado em hospitais.
Quanto ao alcool etilico a 70%, este pode ser utilizado deixando agir durante dois
minutos ou até secar, para eliminagdo dos micro-organismos. A aplicagcéo
recomendada é que seja feita a aplicagcdo usando borrifador devidamente limpo e
identificado(WHO, 2007; ILSI-BRASIL, 2017; FAO/WHO., 2007).

E importante que durante esse processo de higiene dos materiais e do
ambiente, faga-se uso de Equipamentos de Protecdo Individual (luvas, o6culos,
avental, mascara) para garantir a integridade fisica e a saude dos funcionarios do

lactario.

Os profissionais responsaveis pelas atividades no lactario sdo denominados
lactaristas e precisam ser profissionais capacitados para desempenhar suas
funcdes. Em um lactario, os lactaristas s&o responsaveis pela execugao operacional
das atividades que envolvem o recebimento e armazenamento de produtos, envase
e distribuicdo de formulas e alimentos infantis, higienizagdo de mamadeiras,

utensilios e equipamentos de utilizagdo na producao (ILSI-BRASIL, 2017). Esses



profissionais utilizam a uniformizagcdo padrdo para os ambientes hospitalares de
acordo com as orientagdes da Norma Regulamentadora 32 do Ministério do
Trabalho 25 e da Portaria 2619 de 2011 (BRASIL, 2011). Roupas privativas no
hospital devem ser armazenadas em ambiente fechado até que sejam limpas e
higienizadas. O uso de adornos é proibido e a troca de roupas é feita em uma

antessala.

Os lactaristas sdo orientados a higienizar as maos ao chegar no trabalho,
quando interrompido o servigo ou quando tocar em objetos ndo higienizados (WHO,
2007; ILSI-BRASIL, 2017; BRASIL, 2011). Durante a manipulagdo dos alimentos,

algumas praticas n&o séao permitidas:
- Falar, cantar, assobiar, tossir, espirrar, cuspir, fumar;
- Mascar goma, palito, fosforo ou similares, chupar balas, comer;
- Experimentar alimentos com as maos;
- Tocar o corpo;

- Assoar o nariz, colocar o dedo no nariz ou ouvido, mexer no cabelo ou

pentear-se;

- Enxugar o suor com as méaos, panos ou qualquer pega da vestimenta;
- Manipular dinheiro;

- Fumar;

- Tocar maganetas com as maos sujas;

- Fazer uso de utensilios e equipamentos sujos;

- Trabalhar diretamente com alimento quando apresentar problemas de saude,

por exemplo, ferimentos e/ou infecgdo na pele, ou se estiver resfriado ou com
gastrenterites;

- Circular sem uniforme nas areas de servigo
- As maos dos profissionais devem ser higienizadas de acordo com as

recomendacodes



Figura 1 - Como praticar a higienizagdo das maos:
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Essas orientacbes de higiene do manipulador foram estabelecidas, pois 0s
riscos de infecgdes dos lactentes aumentam quando as mamadeiras e as
formulagcées sdo manipuladas ou conservadas de forma incorreta. O manipulador
das formulacdes e o ambiente onde sido preparadas sao definidos como uma forma
de contaminagdo extrinseca das FDL. Os lactentes s&o os grupos de risco
susceptiveis a infecgdes por micro-organismos. Lactentes com < 1 ano de idade,
recém-nascidos e lactentes abaixo dos dois meses de idade sao ainda mais
vulneraveis. Os riscos mais elevados estdo associados aos lactentes prematuros, os
de baixo peso (< 2,5 kg) e os lactentes imunocomprometidos. Das infecgbes de
maior ocorréncia devido a contaminagdao alimentar, estdo as causadas pelos

microorganismos Enterobacter sakazakii e Salmonella (FAO/WHO, 2006).

Apds os manipuladores higienizar suas maos em lavatorio proprio para isso e
limparem o ambiente de manipulagao, recomenda-se ainda que estes utilizem luvas

para preparar as formulacoes.

v Preparo das formulacoes infantis, armazenamento e transporte:

Os alimentos de uma forma geral podem transmitir micro-organismos e toxinas
para os individuos e como o leite é a fonte de alimentagao dos lactentes, este deve
ser preparado sob as condi¢cbes higiénico-sanitarias ideais. Os mesmos cuidados se
devem ter com a qualidade microbiolégica da agua que sera utilizada para este
preparo. Os cuidados com a preparacado das formulagdes infantis iniciam desde a

manipulagcdo das embalagens BRASIL, 2011.

Quando se separa a matéria-prima, esta deve ser separada por lote de preparo,
identificadas com os dados do individuo que ira receber a formulacdo e em seguida
retirada a quantidade necessaria para o preparo da formulagdo. Essa quantidade
deve ser pesada com precisdo e armazenada em embalagens fechadas até o
momento da diluicdo, protegendo assim de variagdes na temperatura e umidade. A
agua para diluicdo deve seguir as recomendagdes das Portarias 2914 de 2011 (para
agua filtrada) e RDC 275 de 2005 (para agua mineral, cujos pacientes com trato
digestorio integro e imunologicamente saudavel) (BRASIL, 2011; BRASIL, 2005). De

acordo com a FAO/WHO. (2007), as formulagdes devem ser diluidas em agua a



70°C, a fim de evitar contaminagao por micro-organismos. Temperaturas entre 80° e

90°C nao sao recomendadas por diminuirem o valor nutricional das férmulas infantis.

As formulagdes para os lactentes devem ser cuidadosamente selecionadas de
acordo com a sua necessidade e cuidados médicos. As embalagens devem ser
desinfectadas antes de abertas. O tempo de preparo das formulagdes infantis
também ¢é um fator que contribui para a probabilidade de contaminagdo. O
recomendado € que para ambientes nao climatizados, este preparo ndo exceda o
tempo de 30 minutos. Ja em ambientes climatizados com ar condicionado, a
temperatura deve variar entre 20°C e 24 °C e o tempo de preparo até 90 minutos. A
sala também precisa estar com uma umidade entre 50% e 60%. Os utensilios
utilizados no preparo devem ser desinfetados e esterilizados como ja foi
anteriormente citado. Caso as FDL sejam preparadas em copos, ndo exceda o
volume de 1L por preparo. A FAO/OMS concluiu que quando preparadas grandes
quantidades das formulagdes em recipientes maiores (25L), o risco de contaminagao
por patégenos é aumentado. Sendo assim, sempre € recomendado o preparo em
quantidades menores (FAO/WHO., 2007).

As mamadeiras contendo as formulagdes ja preparadas devem ser
armazenadas em refrigerador numa temperatura abaixo de 5°C por até 24 horas. O
monitoramento das preparacdes deve ser diario. As mamadeiras nao podem passar
mais que duas horas a temperatura ambiente mais quente (30°C a 35°C), pois
estimula a proliferacdo de microorganismos. Mesmo que as formulagdes infantis
tenham sido preparadas com agua a temperatura igual ou superior a 70°C, para
reconstituir a FDL, esse tempo de exposi¢cao ndo pode ser excedido, pois a 70° C os
esporos de bactérias perigosas ainda podem ser ativados. Cada instituigao contendo
lactario necessita ter suas recomendagdes escritas para o preparo das formulacoes
(FAO/WHO., 2007; ILSI-BRASIL, 2017).

As mamadeiras ja prontas também precisam estar rotuladas adequadamente
para garantir sua rastreabilidade. As informagdes podem conter detalhes da formula
desidratada, nome do lactente, nome de quem preparou, hora e data de preparacgao.
Esse procedimento facilitara o direcionamento das mamadeiras ja que em hospitais
as formulagbes sao reconstituidas em grandes quantidades (FAO/WHO., 2007;
ILSI-BRASIL, 2017).



Quando as mamadeiras sdo preparadas, estdo em temperaturas elevadas e
precisam ser resfriadas. O resfriamento pode ser feito em agua corrente, porém, o
ideal é que seja feito em refrigerador, minimizando os riscos de contaminagao. Além
do processo de resfriamento favorecer o risco de contaminagdo por
micro-organismos, essas mamadeiras podem necessitar serem transportadas para
diferentes areas no estabelecimento ou servigos. Esse transporte € um potencial
risco de desenvolvimento bacteriano e recomenda-se ser feito o mais rapido
possivel (maximo de 30 minutos). As mamadeiras precisarao ser transportadas em
caixas térmicas devidamente desinfectadas caso o tempo de transporte exceda os
30 minutos (FAO/WHO., 2007; ILSI-BRASIL, 2017).

Todo estabelecimento de saude com servigo neonatal e pediatrico deve
obrigatoriamente ter um lactario. Deve existir em Estabelecimentos Assistenciais de
Saude (EAS) em que se utiliza nutricdo enteral em sistema aberto (preparado para
consumo imediato), uma sala com dimensdo minima de 5 m? para a manipulagao

dessas dietas. Em unidades que houver lactario, os ambientes podem ser

compartilhados em condigdes especificas (BRASIL, 2012).

As especificagdes de estrutura fisica de lactario € descrita no quadro 1.

Quadro 1: Dimensionamento da area do lactario segundo RDC n° 50 (2002) e
RDC n° 307 (2002):

UNIDADE/ QUANTIFICACAO DIMENSAO o
ATIVIDADE AMBIENTE MINIMA MINIMA INSTALACOES
SALA Agua fria, 4gua
COMPOSTA quente e coleta e
DE: afastamento de
Area para _ efluentes
Receber, recepgao, dlferenmadps*.
higieqi;ar e lavagem de 1 ] ' As de~rna1s~
estenh;ar mamadeiras m? instalagdes vao
mamadeiras e outros depender dos
e demais utensilios. equipamentos
utensilios utilizados.*
utilizados. *

Area para As instalagdes
desinfeccao vao depender dos
de alto nivel 1 4 equipamentos

de m? utilizados**.
mamadeiras.




SALA

S.

COMPOSTA
DE:
Area para ‘ .,
v Agua fria, dgua
azer o preparo ¢ quente e coleta e
preparo, o envase de afastamento de
roemn;/zfls:;n formulas efluentes
.agem, lacteas e ndo diferenciados*.
esterilizacao . .

. lacteas 1 7 As demais
e - instalacd a
distribuicdo Area para m? dsetSezrllgdoeis d\:;O
de formulas estocagem ¢ equipamentos

lact?as ¢ hao distribuigao de utilizados**.
lacteas. ,
formulas
lacteas e ndo
lacteas
Receber,
higienizar e
esterilizar ‘
. Area para
mamadeiras e
. esterilizaca
e demais . - 1 -
i o terminal
utensilios m?
utilizado

AMBIENTES DE APOIO

Depdsito de material de limpeza, vestiarios (barreira para a sala de preparo, envase e estocagem) e
sala administrativa

*Que necessitem de algum tratamento especial.

** Nesse caso ¢ obrigatoria a apresentagdo do layout da sala com o equipamento.

Essas recomendacbes sao critérios importantes no cuidado com a alimentagao

dos lactentes e previnem o surgimento de complicagbes causadas por infecgoes

alimentares e garantindo assim, a segurancga alimentar nos lactarios hospitalares.

A RDC N° 63, DE 25 DE NOVEMBRO DE 2011 dispde sobre os Requisitos de

Boas Praticas de Funcionamento para os Servicos de Saude e possui o objetivo de

estabelecer requisitos de Boas Praticas para funcionamento de servicos de saude,

fundamentados na qualificacdo, na humaniza¢do da atencdo e gestdo, e na reducdo e

controle de riscos aos usudrios ¢ meio ambiente. Essa resolu¢do aplica-se a todos os

servigos de saude no pais, sejam eles publicos, privados, filantropicos, civis ou militares,

incluindo aqueles que exercem agdes de ensino e pesquisa. Alguns pontos importantes: o

servico de saude deve desenvolver agdes no sentido de estabelecer uma politica de

qualidade envolvendo estrutura, processo e resultado na sua gestdo dos servigos; o

servico de saude deve utilizar a Garantia da Qualidade como ferramenta de




gerenciamento; as Boas Praticas de Funcionamento sdo os componentes da Garantia da
Qualidade que asseguram que os servicos sdo ofertados com padrdes de qualidade
adequados e o servico de saude deve estabelecer estratégias e agdes voltadas para

Seguranga do Paciente.

2.4. Avaliacdao microbiolégica de formulagdoes lacteas e riscos
associados a formulagoes lacteas contaminadas

A microbiologia tem sido empregada na ciéncia dos alimentos para aplicar
diferentes testes indicadores com o propésito de identificar micro-organismos
presentes nos alimentos, incluindo alimentos infantis, como as férmulas infantis.
Estes testes identificam diversos micro-organismos chamados de organismos
indicadores, os quais podem estar presentes devido a exposi¢cao dos alimentos a
condicbes inadequadas de armazenamento e manipulagdo. O comportamento
desses organismos indicadores varia a depender da matriz alimentar, do ambiente,
do processo de producao industrial e do sistema de distribuicdo do alimento. Os
diferentes tipos de ensaios sao entdo usados para avaliar parametros
microbiolégicos a partir dos testes indicadores que permitam o controle da higiene,
podendo ser aplicados as formulas infantis (BUCHANAN e ONI, 2012).

De acordo com a legislacao brasileira e o que consta na Resolugédo - RDC N°
331, de 23 de dezembro de 2019, publicada pelo Ministério da Saude/ANVISA
(ANVISA.. 2019), os procedimentos metodolégicos utilizados para se fazer a coleta,
acondicionamento, transporte e analise de amostras dos alimentos deve seguir pelo
menos uma das referéncias citadas pelo documento, de acordo com a sua
aplicagdo, como por exemplo, o que prevé a “Organizagcao Internacional de
Normalizacao (International Organization for Standardization - 1ISO)”, o “Compéndio
de Métodos para Analise Microbiolégica de Alimentos (Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Foods - APHA)” ou os “Métodos Padrdo para
Andlise de Produtos Lacteos (Standard Methods for the Examination of Dairy
Products - APHA)”. O documento ainda ressalta que a qualquer outro método
alternativo pode ser utilizado, desde que validado e que garanta resultados

equivalentes aos que sao obtidos pelas referéncias citadas na RDC N° 331.



Os alimentos podem estar expostos a alguma condi¢cao que facilite o risco de
contaminagao por um determinado patégeno ou aumentar a taxa de proliferacao de
tal patdgeno. Esses patdgenos sao normalmente caracterizados como organismos
indicadores que é um micro-organismo, grupo de microrganismos ou ainda um
produto do metabolismo microbiano que é um indicativo de alimentos contaminados
(BUCHANAN, 2000; BUCHANAN e ONI, 2012).

As férmulas desidratadas infantis (FDI) por serem produzidas em processo
industrial ndo sdo consideradas estéreis e sdo passiveis de conter micro-organismos
devido ao processo de manipulagdo. Considerando este fator, tem se identificado,
por exemplo, a contaminagao de FDI por microorganismos de origem bacteriana, os
quais oferecem riscos a saude dos lactentes (PALCICH et al., 2009; SANI e YI.,
2011). Considera-se também um fator agravante para contaminagéo de FDI, o fato
de que essas formulas desidratadas precisarem ser reconstituidas nos lactarios

hospitalares, estando sob cuidados dos manipuladores (OLIVIERA et al., 2000).

O avanco tecnolégico e conhecimento sobre os micro-organismos presentes
no leite e produtos laticinios possibilitou identificar melhor os patégenos que até
entdo ndo eram bem reconhecidos no inicio do século XX (BOOR et al., 2017).
Diversos organismos indicadores tém sido usados para descrever condigbes de
seguranca alimentar. Dentre esses indicadores, se destacam os Coliformes,
Enterobacteriaceae, E. coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Enterococcus
spp., S. entérica, B. cereus. Outros menos comuns, como Listeria spp. e Clostridium
perfringens, também s&o encontrados em alimentos. Os métodos utilizados para
deteccdo de indicadores precisam atender uma grande demanda e estar disponiveis
facilmente e por isso precisam ser rapidos, baratos e de facil interpretacédo
(BUCHANAN e ONI, 2012).

Em dezembro de 2019, a ANVISA atualizou os novos padrées microbioldgicos
para alimentos. Esses padrées estdo descritos na RDC N° 331, que trata dos
requisitos gerais para a aplicagdo dos padrbes microbioldgicos, que estdo
estabelecidos na Instrucdo Normativa N° 60 (ANVISA., 2019). Vale salientar, que
no vigente trabalho, todas as analises foram realizadas utilizando a
RESOLUCAO-RDC N° 12, DE 2 DE JANEIRO DE 2001 (Quadro 1).



Considerando o tipo de micro-organismo que pode estar presente em FDI,
laticinios e o©0s micro-organismos derivados de contaminagdo humana,
microrganismos como Coliformes, S. aureus, B. cereus e Salmonella tem sido
descrito em trabalhos relacionados com a tematica (FRIEDMAN, 2017; HENRY e
FOULADKHAH, 2019; EHUWA, JAISWAL e JAISWAL, 2021).

Coliformes sao indicadores de contaminacgao fecal e usados em saneamento
geral. Esses micro-organismos podem ser identificados como coliformes totais e
coliformes fecais (coliformes fecais, termotolerantes), quando ha abuso de
temperatura, e sado capazes de fermentar lactose produzindo gas. Coliformes, de
maneira geral, sdo bactérias encontradas no trato gastrointestinal de humanos e
outros animais que possuem sangue quente. Esses micro-organismos se
reproduzem entre 24h e 48h, sendo que coliformes totais prevalecem a 35°C
enquanto coliformes termotolerantes se reproduzem favoravelmente a 45°C. Esse
ultimo fornece nos alimentos, com maior seguranga, informacdes sobre as
condigbes higiénicas do produto e melhor indicagdo de eventual contaminag&o por
enteropatdogenos, uma vez que coliformes podem ser destruidos pelo calor, sendo
util em testes de contaminagdo pos-processamento. Coliformes € um grupo que
possui espécies de géneros diferentes, que inclui Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter e Citrobacter e E. coli. Métodos de deteccao mais especificos estao
sendo utilizados e o grupo mais abrangente das Enterobacteriaceae tem sido
utilizado como indicador de patégenos entéricos (FRANCO e LANDGRAF, 2005;
FORSYTHE, 2013).



Quadro 2 — Padrées microbiolégicos para alimentos.

ALIMENTOS INFANTIS
CATEGORIAS ESPECIFICAS MICRO-ORGANISMO/TOXINA/METABOLITO n* c** | m** 1Y
A) Férmulas infantis em p6 para lactentes (até seis meses de idade), formulas infantis destinadas ~ Salmonella/25g 60 0 Aus -
a necessidades dietoterapicas especificas, formulas de nutrientes
Cronobacter spp/10g 30 0 Aus -
Bacillus cereus presuntivo/g 5 1 50 5x10?
Apresentadas ou indicadas para recém-nascidos de alto risco e outros alimentos especialmente
formulados para lactentes
Enterobacteriaceae/10g 10 0 Aus -
Aeroébios mesofilos/g 5 2 5x102 5x10°
B) Formulas infantis em p6 de seguimento para lactentes e criangas de primeira infancia e outros ~ Salmonella/25g 60 0 Aus -
alimentos especialmente formulados para lactentes e criangas de primeira infancia
Bacillus cereus presuntivo/g 5 1 50 5x10?
Enterobacteriaceae/10g 5 0 Aus -
Aerobios mesdfilos/g 5 2 5x10? 5x10°

*Unidades amostrais a serem coletadas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente (n);
**Tamanho da unidade analitica e a indicagdo do nimero de unidades amostrais toleradas com qualidade intermediaria (c);

*** Limite microbiolégico m (m): limite que, em um plano de trés classes, separa unidades amostrais de "Qualidade Aceitavel" daquelas de "Qualidade Intermediaria" e que, em um plano de duas classes, separa unidades
amostrais de "Qualidade Aceitavel" daquelas de "Qualidade Inaceitavel";

****Limite microbiolégico M (M): limite que, em um plano de trés classes, separa unidades amostrais de "Qualidade Intermediaria" daquelas de "Qualidade Inaceitavel”;

Aus = Auséncia.



As Enterobacteriaceae tem sido utilizada como um indicador de contaminagao
fecal e tem sido detectada em formulas infantis. Enterobactérias podem ser
responsaveis por infeccbes em criancas e adultos (FRIEDEMANN, 2007; PROUDY,
2009). Dos muitos géneros pertencentes as Enterobacteriaceae, pode-se destacar
os que fermentam lactose, como a E. coli e os que ndo fermentam, como a
Salmonella. Quanto as analises para detec¢ao dos microrganismos, recomenda-se 0
uso de agar bile vermelho-violeta com glicose para as enterobactérias, enquanto o
agar bile vermelho-violeta com lactose € mais adequado para coliformes (FRANCO e
LANDGRAF, 2005; FORSYTHE, 2013).

Uma das grandes preocupagcdes com a contaminacdo de lactentes por
micro-organismos patogénicos se refere a incapacidade de o sistema imune desses
individuos agirem de forma eficiente no combate a infec¢do. Isso ocorre porque
nessa fase da via, diversos sistemas, incluindo o sistema imune, ainda ndo estao
maturados e, portanto, lactentes sdo susceptiveis a doengas de foro infeccioso.
Essas infecgbes n&o dependem apenas da presenca do patdogeno nas formulagdes
lacteas, mas principalmente das endotoxinas produzidas pela superficie das
bactérias Gram negativas, que permanecem nos alimentos mesmo apos passa por
forte instabilidade termal (TOROW et al., 2017; WU, H. et al., 2021).

Endotoxinas como a porcédo Lipidio A presente nos lipopolissacarideos da
membrana de bactérias (por exemplo, E. coli, presente no trato intestinal) pode gerar
diferentes sinalizacbes imunolégicas e com isso causar diferentes respostas
patolégicas como febre, hipotensdo e choque séptico (SCHROMM et al., 2000;
FUKE et al, 2019). Ainda ndo se tem um limite definido para a concentragao
permitida de endotoxinas em fdormulas infantis, no entanto as pesquisas sao
importantes para definir em que ponto a presenga das endotoxinas apresentam um
perigo real para os lactentes. Além disso, € importante frisar que algumas moléculas
presentes no leite, como no leite cru, incluem imunoglobulinas, lactoferrina, fosfatase
alcalina e lisozimas, que formam complexos com as endotoxinas, diminuindo o seu
potencial toxico (SIPKA et al, 2015). Como muitos efeitos téxicos dos
micro-organismos podem afetar diretamente o trato intestinal, essa precisa possuir

uma boa flora bacteriana que auxilie no seu funcionamento. (WATKINS et al., 2018).



Salmonella sao bactérias que ndo formam esporos e possuem caracteristicas
anaerobicas, fermentando glicose e produzindo acido e gas. Sdo capazes de se
multiplicar em temperaturas que variam de 5°C — 38°C. Pode estar presente em
diferentes fontes alimentares, desde carnes e produtos lacteos, mas também ja foi
identificada em frutas e vegetais (FORSYTHE, 2013; TRABULSI, 2015). Salmonella
esta presente principalmente no trato gastrointestinal de humanos e animais, porém,
devido a manipulagdo de equipamentos devido a modernizagcdo industrial, esse
género pode ser fonte de contaminacbes cruzadas, envolvendo equipamentos,
utensilios e agua (FRANCO e LANDGRAF, 2005).

A Salmonella esta relacionada com um grande numero de infecgbes em todo
o mundo e pode afetar diretamente lactentes dependentes de formulacdes infantis

que podem estar contaminadas.

Yang e colaboradores (2014) relataram a presenca dessa bactéria em
formulas infantis em pé e em outros alimentos infantis, constatando também a
resisténcia dessa bactéria a diferentes antibiéticos. Uma grande preocupagé&o com
os casos de Salmonella chamam a atencao devido a diversos surtos relatados ao
longo das décadas. Isso levou a criagcdo de procedimentos de higiene para alimentos
infantis, uma vez que ha associacado de infecgdo e doencas em bebés e criancas
associado a casos de contaminacao por Salmonella. 1sso aumentou ainda mais a
preocupagao com a qualidade dos alimentos, requisitando investigagcdes
microbiolégica de férmulas infantis, como medida de prevencdo contra
contaminagao (TOYOFUKU, KUBOTA e MORIKAWA, 2006; CAHILL et al., 2008;
JOURDAN-DA SILVA et al., 2018).

As analises microbiolégicas de formulas infantis permitem detectar, além da
presenca de micro-organismos patdogenos, como tais micro-organismos estao
associados a quadros graves de infeccdo, uma vez que dependendo do
micro-organismos indicador presente nas férmulas infantis, bem como no leite, o seu
metabolismo pode gerar toxinas que expde a saude humana a infecgcbes graves
(ISHIKAWA et al., 2016).

Outra investigagdo microbioldgica de alimentos se refere a detecgao da
bactéria Staphylococcus aureus (S. Aureus), uma bactéria de caracteristica

anaerdbia que possui varios biotipos. Os testes para detec¢do se baseiam em testes



bioquimicos e de padrdées de resisténcia. As bactérias do género Staphylococcus
apresentam um perigo a saude humana devido as endotoxinas que sao capazes de
produzir. S.. Aureus pode estar presente em alimentos de origem animal, produtos
lacteos, embutidos e pode ser transmitida por manipuladores de alimentos
(FORSYTHE, 2013).

Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-positiva (em forma de cocos),
quando presente em alimentos, liberam toxinas gastrointestinais responsaveis pelos
grandes surtos mundialmente, causando grande numero de morbidade e
mortalidade. Essa bactéria causa gastroenterite e estima-se que seja responsavel
por cerca de 2,8 bilhdes de casos de doencgas diarreicas a cada ano (BULA-RUDAS,
RATHORE e MARAQA, 2015), sendo associada a contaminagédo infantil por estar
presente em formulas infantis (CAHILL et al., 2008). Staphylococcus aureus esta
associado a diferentes tipos de complicagbes. Quando se multiplica em lesdes, pode
gerar infecgbes supurativas, com formacado de pus. Em infecgdes sistémicas, o
micro-organismo esta associado a choque séptico e indugdo da produgdo de
citocinas pro-inflamatérias pelo sistema imune. Também produz a Toxina da
Sindrome do Choque Téxico que leva a sindrome do choque térmico e em alguns
casos, S.. aureus pode levar ao 6bito. Quanto aos a toxicidade por alimentos
contaminados, essa bactéria ao crescer nos alimentos, produz toxinas super
antigénicas denominadas de enterotoxinas estafilococicas (SEs), e a contaminagao
pode ocorrer por meio dos manipuladores de alimentos portadores de S.aureus.
(TRABULSI, 2015).

As toxinas produzidas pelo S. aureus causam sintomas de intoxicagao
mesmo em doses abaixo de 1,0 ug/kg em alimentos contaminados. A contaminacgéao
alimentar € uma das causas agudas de intoxicagdo por esse micro-organismo,
gerada por suas endotoxinas. No geral, os sintomas presentes dessa intoxicagao
sdo colicas abdominais, vémito, ansias e diarreia (FORSYTHE, 2013; CHEUNG,
BAE e OTTO, 2021).

Quanto a populagao infantil afetada, os neonatos e criancas abaixo de 1 ano
de vida sdo as mais afetadas por infec¢gdes causadas por S.. aureus. As infecgdes
podem se dar a diferentes fatores, mas grande parte pode ocorrer na area hospitalar

(MCMULLAN et al., 2020). Férmulas infantis também estdo correlacionadas com



alta contaminagdo de neonatos por essa bactéria e o fato desses neonatos
necessitarem ser tratados com antibidticos, causa grande resisténcia do
micro-organismos, aumentando as chances de o6bito por complicagdes infecciosas
(PARNANEN et al., 2022).

A contaminagao por bactérias pode ser prevenida, quando essas ainda estao
em baixas doses. Porém, a sobrevivéncia dessas bactérias num periodo de 72h

pode levar a re-contaminac&o de formulas infantis (CHO et al., 2019).

A qualidade de higiene em areas de lactarios hospitalares muitas vezes é
classificada como boa, mas ainda podem apresentar riscos para os lactentes
quando houver algum indicio de contaminag&o por micro-organismos patogénicos.
Analisando alimentos e férmulas desidratadas infantis, WANG et al. (2012)
identificaram em diversas a presenca de S. aureus bem como os autores descrevem
genes que codificam endotoxinas. O processo de reconstituicdo de féormulas
desidratadas infantis, na maioria das vezes, é o fator que contribui para a
contaminagao de bactérias patogénicas, como B. cereus e S. Aureus, por exemplo
(TUDELA et al., 2008).

As formulas infantis sdo ofertadas aos lactentes em mamadeiras e este
utensilio usado na amamentagcdo também € apontado como um veiculo de
contaminagao de S.. aureus, identificada por um método de quantificacdo do nivel
de ATP residual, como indicador de sujeira organica (REDMOND, GRIFFITH e
RILEY, 2009).

O Bacillus cereus € um género de bactérias formadoras de esporos capazes
de metabolizar diversos carboidratos e tem como caracteristicas serem catalase
positivo e oxidase variavel. Normalmente sdo isolados de agua, solo, vegetais, leite
cru e peixes congelados e nos hospitais, sdo comumente isolados de agua de
torneira, soros, nebulizadores, respiradores. Esse micro-organismo pode sobreviver
a muitos processos de cocgdo dos alimentos (FRANCO e LANDGRAF, 2005;
TRABULSI, 2015).

O B. cereus é tradicionalmente identificado por meio cultura, mas atualmente
novas técnicas tem sido empregada na deteccdo desse micro-organismo
patogénico, utilizando técnicas mais sofisticadas de biossensores, imuno sensores e
biossensores de DNA (RAMARAO et al.,, 2020). Em formulas lacteas, esse



micro-organismos pode ser isolado e purificado usando protocolos tradicionais e os
testes de identificagdo também inclui métodos automatizados, bem como o uso de
teste de sensibilidade a diferentes antibiéticos, que € uma forma de também verificar
a resisténcia do patéogeno (ALANBER, ALHARBI e KHALED, 2020).

O micro-organismo Bacillus cereus afeta pessoas em todo o mundo causando
surtos de contaminagao alimentar, chegando a ser responsavel por 1,4% - 12% dos
surtos mundialmente. B. cereus pode causar dois tipos de doengas gastrointestinais.
Uma delas, a doenca emética, causa vomitos e os sintomas sdo muito semelhantes
aos causados pelas endotoxinas produzidas pelo S. aureus. A outra complicagao
causa diarreia e célicas abdominais. O B. cereus, pode causar infecgdao quando
presente em concentragbes que variam de 10° — 10® UFC/g e de 10* — 10° UFC/g.
Baixos niveis nos alimentos (<10? UFC/g), sdo considerados aceitaveis e o principal
mecanismo de controle é prevenir da germinagao de enddsporos e sua multiplicagéo
em alimentos cozidos prontos para consumo, conservando alimentos abaixo de 10°C
(FORSYTHE, 2013; DIETRICH et al., 2021).

Os enddsporos podem ser formados a partir de Bacillus, mas também de
Clostridium botulinum. Esse bastonete Gram-positivo é responsavel por desenvolver
a doenga conhecida como botulismo. A causa da doenga é a ingestdo de causada
pela ingestdo de neurotoxinas pré-formadas. Os sintomas da doenga sao mais
brandos em casos infantis do que em adultos. Em bebés causam a sindrome do
‘bebé mole”. A acdo das toxinas nos neurbnios periféricos causam diversos
sintomas, desde nauseas, vomitos, dores de cabeca e visdo turva a perda de rigidez
muscular, podendo levar a morte (FORSYTHE, 2013). Estocagem de alimentos
abaixo de 3°C é uma forma de controlar a multiplicagdo desse micro-organismo.
Endosporos de B. cereus e Clostridium estao presentes no solo, fezes, alimentos,
equipamentos que manipulam leite, e também tem sido detectado em laticinios em
p6. Os processos industriais sdo uma grande contribuicdo para este tipo de
contaminagao (MCHUGH et al., 2017).

O fato de as formulas desidratadas infantis ndo serem estéreis requer grande
atencdo em seu preparo. As formulas lacteas conferem um ambiente propicio para
o crescimento bacteriano, podendo algumas precaugcbes serem tomadas

minimizando as chances de contaminar os lactentes. O preparo fresco das



formulacdes e o rapido consumo é uma das medidas que podem ser adotadas
(AGOSTONI et al., 2004). No entanto, é preciso que tanto o ambiente de preparo
(lactarios), quanto utensilios usados e os manipuladores, estejam de acordo com as
normas de higiene. Os hospitais também precisam determinar os procedimentos
para orientar os funcionarios quanto a maneira ideal de higiene e preparo das
formulagdes, com o intuito de prevenir possiveis quadros infecciosos. Métodos mais
precisos de detecgdo de micro-organismos também podem auxiliar a identificar o
patdogeno e a diagnosticar patologias associadas a infecgdes por micro-organismos
(KENT et al., 2015; WU et al., 2018).

Os micro-organismos patogénicos que podem estar presentes nos alimentos,
e nas formulas infantis, ja que sdo de grande importancia para este trabalho, variam
a depender das condi¢gdes favoraveis para sua multiplicacdo. Os alimentos podem
transmitir doencas ainda que paregcam normais, ou tenham odor e sabor normal e os
organismos que causam doengas transmitidas por esses alimentos contaminados
podem gerar tanto um quadro infeccioso quanto um quadro intoxicante. Por essa
razao, se ressalta os cuidados que se pode e se deve ter ao preparar a alimentacio
dos lactentes a partir de formulas infantis manipuladas nos lactarios dos hospitais.
Essa populacéo especifica € bastante vulneravel e sdo mais susceptiveis a adquirir
doencas por ingestao de alimentos contaminados.

A contaminacdo dessas formulas infantis pode ocorrer em algum ponto do seu
processo de fabricacdo, portanto para diminuir ou eliminar os riscos, as industrias aplicam o
sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), que identifica os
provaveis perigos e estabelece procedimentos para eliminéd-los ou diminui-los a um nivel
aceitavel durante toda a produgdo. Contudo, as férmulas infantis também estdo expostas a
fatores extrinsecos de contaminagdo, que podem ser resultados de uma ma manipulagdo ou

utilizacdo de utensilios sujos, como colheres, por ocasido da preparacdo do alimento

(WEFFORT, 2012).

O documento “Enterobacter sakazakii ¢ Salmonella em formula infantil em po:
Avaliacdo de Risco Microbioldgico” da FAO/OMS de 2006 ressalta alguns pontos

importantes:

e Uso de dgua a 70° C para reconstituir formulas infantis reduz significativamente o

risco. Geralmente, os cendrios com maior risco estdo associados com



temperaturas de dilui¢do de 40° e 50° C, quando a férmula ndo ¢ consumida
imediatamente. A reconstituicdo com liquido a 70° C ¢ uma estratégia efetiva de
redugdo do risco em todos os cendrios investigados, ou seja, hd manutencao da
seguranga do produto mesmo em uma temperatura ambiente mais alta, com um
intervalo maior entre o preparo e o consumo do produto € um armazenamento em
temperatura diferente da ideal.

Recomenda-se que as formulas ndo sejam mantidas em temperatura ambiente por
mais de duas horas, mesmo quando a dilui¢cdo ocorre em temperatura ndo inferior
a 70°C, tendo em vista a possibilidade de contaminagdo tanto no preparo quanto
durante a alimentacdo. Conservar as formulas em temperaturas inferiores a 5° C
prevenira o desenvolvimento de Salmonella e de E. sakazakii e diminuir o tempo
de espera durante a distribui¢do e alimentagdo reduzem consideravelmente o
risco de contaminacao por E. sakazakii.

Na reconstitui¢do em alta temperatura ha perda de nutrientes termossensiveis,
risco de queimaduras nos lactentes e nas pessoas que preparam as formulas,
ativacdo dos esporos de B. cereus ou de outras bactérias e formagao de grumos.
Quanto a possibilidade de ativagdo de esporos de B. cereus, a FAO/OMS
identificou que o consumo imediato da férmula ou o seu armazenamento

adequado minimizam os riscos.



3 HIPOTESE

Este trabalho visou realizar pesquisas que embasam e quantificam as
formulagdes lacteas utilizadas num lactario hospitalar da cidade de Maceié-AL,

mostrando que nao estdo dentro das condigbes microbioldgicas padréao

recomendadas.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:

Avaliar a qualidade microbioldgica de formulagdes infantis utilizadas na

preparacao de mamadeiras em um lactario de Macei6.

4.2 Objetivos especificos:

= Realizar a contagem de coliformes nas formulagdes lacteas;

» Quantificar o micro-organismo Bacillus cereus nas formulagdes lacteas;

= Verificar nas formulagdes lacteas a presenca ou auséncia de Salmonella spp.;
= Quantificar o micro-organismo Staphylococcus nas diferentes formulagdes

lacteas.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Caracterizagcao do estudo e Amostragem

Estudo transversal desenvolvido durante os anos de 2015 e 2020, a partir de
coletas mensais de 14 formulagées (Quadro 3) lacteas infantis provindas de um
lactario de um hospital de Macei6 (Alagoas). No entanto, como as caracteristicas do
produto sao similares, nao foi realizada distingdo entre as mesmas na analise de

dados.

No lactario, o preparo do leite era realizado por um profissional qualificado,
seguindo as normas de higienizagdo do profissional, bem como da embalagem do
produto e da superficie de preparo. As mamadeiras, os bicos e os anéis foram
esterilizados por equipamento adequado ou por fervura em agua potavel, durante 5
minutos, a 70° C, de acordo com as instrugdes descritas no produto. Apos a
higienizacdo do recipiente, o leite foi preparado seguindo as recomendacgdes de

cada formulagéo; a mamadeira foi agitada para diluigdo do produto.

Foram seguidas as devidas recomendagdes para a colheita de amostras para
analises microbiolégicas de alimentos (SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 2017). As
amostras (100 mL) de cada tipo de formulacao lactea foram coletadas mensalmente,
em condi¢cdes assépticas, por colaboradores treinados e em seguida transportadas
em suas embalagens originais (mamadeiras com capacidade para 150 mL) em caixa
de isopor térmico para manutengdo das suas caracteristicas microbioldgicas, nao

ultrapassando o periodo de uma hora apds a sua preparagao.
5.2 Retirada da unidade analitica

Antes da retirada das amostras, as mamadeiras foram desinfectadas com
alcool a 70%. O material utilizado para a retirada das amostras era estéril e a
operacao de retirada das amostras foi realizada préximo ao bico de Bunsen. Para
retirada da amostra de leite utilizou-se uma pipeta estéril (SILVA, JUNQUEIRA e
SILVEIRA, 2017).



Quadro 3 — Classificacdo de cada tipo de leite de acordo com a formulagao lactea.

TIPO DESCRICAO
Foérmula 1 Formula infantil para recém-nascidos pré-termo e /ou alto risco. Possui DHA e ARA e nucleotideos.
Foérmula 2 Foérmula infantil para lactentes de 0 a 6 meses, possui DHA, ARA; nucleotideos.
Férmula 3 Formula infantil para lactentes de 0 a 6 meses, que necessitam de uma férmula infantil com perfil nutricional mais proximo ao leite materno. Possui DHA e ARA;

nucleotideos.

Férmula 4 Formula infantil para lactentes de 0 a 6 meses com probidticos.
Férmula 5 Formula infantil para recém-nascidos pré-termo e /ou alto risco com proteinas lacteas. Possui DHA e ARA e probidticos.
Férmula 6 Férmula infantil para lactentes de 0 a 12 meses com risco de alergia alimentar, mais especificamente as proteinas do leite da vaca. Sua férmula a base de proteinas do

soro do leite parcialmente hidrolisada conta com adicado de probioticos, acidos graxos de cadeia longa, nucleotideos, DHA e ARA.

Férmula 7 Foérmula infantil para lactentes de 0 a 6 meses com probidticos (GOS/FOS), DHA e ARA e nucleotideos.

Férmula 8 Férmula infantil para lactentes de 0 a 6 meses. Possui DHA e ARA, nucleotideos e probiéticos.

Formula 9 Foérmula infantil para lactentes de 6 a 12 meses com probidticos.

Formula 10 Férmula infantil para lactentes de 0 a 6 meses, possui HM-O, 2’-FL e LNnT probioticos, DHA e ARA e nucleotideos.

Férmula 11 Férmula infantil para lactentes de 0 a 12 meses, destinado a necessidades dietoterapica especifica espessada com goma jatai, possui DHA e ARA com taurina, sendo

usado como anti regurgitacao.

Férmula 12 Formula infantil para lactentes de 0 a 12 meses, isenta de lactose e destinado ao tratamento da intolerancia a lactose e diarreia. Possui DHA, ARA nucleotideos.

Férmula 13 Formula infantil para lactentes de 0 a 12 meses, destinada a necessidades dietoterapicas especificas com proteinas extensamente hidrolisadas e com restrigéo a
lactose, possui DHA e ARA e nucleotideos.

Férmula 14 Foérmula infantil para lactentes de 0 a 6 meses com probidticos (GOS/FOS), DHA e ARA e nucleotideos.

DHA = Acido docosahexaenoico; ARA = Acido araquidonico; GOS = Galacto Oligossacaridos; FOS = Frutooligossacarideos; HM-O = Oligossacarideos do Leite Humano (do inglés “Human Milk
Oligosaccharides”); 2'-FL = 2’ - Fucosil lactose; LNNnT = Lacto-N-neotetraose. As informagdes das formulas podem ser acessadas nos enderecos eletronicos (ANEXO II).



5.3 Preparo da diluicao das amostras

Inicialmente, as amostras foram diluidas (1/10), adicionando assepticamente
25 mL de cada amostra a 225 mL de diluente (agua peptonada 0,1% tamponada). A

mistura foi homogeneizada gentilmente por alguns minutos e a partir do
homogeneizado (diluicdo 107"), foram preparadas diluicies sucessivas (até a

diluicdo 10-3 ) em frascos contendo 9 mL do diluente, como representado na figura
2.

Figura 2 - Esquema representativo da preparagdo de amostra e diluicao

107" 107 10
Homogeneizacao 1mil 1ml
R _ I
25g amostra + 9ml 9ml
225ml de Agua H,0p H,0p

Peptonada (H,Op)

Fonte: SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 2017.

Apos a homogeneizagdo das diluicbes, a inoculagdo nos meios

recomendados foi feita no tempo maximo de 15 minutos apds o preparo.
5.4 Analise de coliformes totais e coliformes a 45 °C

Para a determinacdo de coliformes totais e termotolerantes (45 °C), foi
utilizado o método do Numero Mais Provavel (NMP), baseado na tabela NMP
(KORNACKI, GURTLER e STAWICK, 2015). A determinacgao (Fig. 2) foi realizada
em duas fases: um teste presuntivo (suspeito), que se propde a detectar a presenca
de micro-organismos e a produgdo de gas a partir da lactose; e um teste
confirmativo. Para o teste presuntivo, 1 mL de cada amostra foi transferido para um
tubo de ensaio contendo Lauril Sulfato Triptose (LST) e tubos de Durham. As
amostras foram incubadas a 35 °C por 48 horas em estufa bacteriologica e os tubos
considerados positivos apresentavam turbidez e produgdo de gas dentro dos tubos

de Durham decorrido o tempo de incubagao.



Figura 3 - Esquema representativo da determinacéo de coliformes totais e

coliformes termotolerantes (45 °C)

10" 10° 10°
Homogeneizacao ml 1ml
—_— —_— _
Sml 9ml
H,0p H.0p
25g de amostra +
225ml de Agua
Peptonada (H.0p)
1mi Aml 1ml 1ml ml 1ml Aml 1mi 1ml

Caldo Lawril
Sulfato Triptose (LST) (10ml)

TESTE
PRESUNTIVO E
|

35x0,5°C/24-48+2h
I

Tubos de LST
Crescimento e produgdo de gas

1 algada |

1 algada
TESTE CONFIRMATIVO E. coli TESTE CONFIRMATIVO
COLIFORMES COLIFORMES TOTAIS
TERMOTOLERANTES ‘ E. aerogenes
Caldo E.Coli (EC) 44 520, 2°C/2422h Caldo Verde Brilhante Bile (VB) 2%
45,5:0,2°Cl24+2h (@gua, moluscos e crustaceos) 354+0,5°C/24-4842h
Banho-maria
Tubos confirmados
CONTAGEM DE CONTAGEM DE
COLIFORMES COLIFORMES TOTAIS
TERMOTOLERANTES NMP/g
NMP/g
1 algada

Apos 48+2h (incubagao)

Confirmagao de E.coli

Fonte: SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 2017.



Figura 4 - Teste presuntivo (LST) considerados positivos

Fonte: Prépria autora, laboratdrio de controle de qualidade de alimentos, 2015.

A partir do tubo positivo de LST, com o auxilio de uma alga de metal, uma
alcada foi transferida para um tubo contendo caldo verde brilhante bile (BRILA) para
determinagao dos coliformes totais. As amostras foram incubadas a 35 °C por 48
horas e considerados tubos positivos os que continham turbidez e gas no interior do
tubo de Durham. Para determinacdo dos coliformes a 45 °C, uma algada do tubo
positivo de caldo BRILA de cada amostra foi transferida para outro tubo contendo
caldo E. coli (EC). Os tubos foram incubados em banho-maria a 45 °C de 24 — 48
horas. Os tubos positivos apresentavam turbidez e gas no interior dos tubos de
Durham. Tanto para a quantificagdo dos coliformes totais quanto para coliformes a
45 °C foi utilizada a Tabela NMP (Anexo |) para calcular o “Numero Mais Provavel”

de coliformes por grama de alimento.



Figura 5 - Teste confirmativo (EC), com crescimento para coliformes a 45 °C

Fonte: Prépria autora, laboratério de controle de qualidade de alimentos, 2015.

5.5 Analise de Salmonella spp.

A determinagdo da presenga de Salmonella seguiu as instru¢des indicadas
pela Portaria SDA n°62 (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2003). As amostras de
cada tipo de leite passaram pelo processo de pré-enriquecimento, 25 mL de leite foi
transferido para saco de Stomacher e 225 mL de agua peptonada tamponada foi
acrescentada. A mistura foi homogeneizada em Stomacher e incubada a 36 °C
durante 24 horas. Em seguida, 0,1 mL e 1 mL de cada amostra pré-enriquecida foi
transferido para tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis e 10 mL de
caldo Selenito Cistina, respectivamente e incubados a 41 °C em banho-maria por 24

horas para enriquecimento e determinacédo da Salmonella.



Figura 6 - Selenito e Rapaport apds 24 horas no banho-maria

Fonte: Prépria autora, laboratério de controle de qualidade de alimentos, 2015.

O isolamento das coldnias foi obtido ao se estriar uma amostra de cada caldo
seletivo sobre a superficie seca de placas. Duas placas contendo meio de cultura
Agar BS (Bismuto Sulfito) foram obtidas por inoculagéo a partir do caldo Rappaport
Vassiliadis e outras duas placas contendo meio de cultura Agar XLD (Xilose Lisina
Desoxicolato) foram obtidas por inoculagédo a partir do caldo Selenito Cistina. As
placas, invertidas, foram incubadas a 36 °C durante 24 horas. Foram selecionadas
de 3 a 10 coldnias suspeitas por amostra, de acordo com as colbnias tipicas em

cada meio de cultivo para os testes bioquimicos descritos a seguir.



Figura 7 - Estriamento em placas do Selenito e do Rapaport para o meio Agar BS
(Bismuto Sulfito)

Fonte: Prépria autora, laboratério de controle de qualidade de alimentos, 2015.

Figura 8 - Estriamento em placas do Selenito e do Rapaport para o meio agar XLD

(vermelho).

Fonte: Propria autora, laboratério de controle de qualidade de alimentos, 2015.



Figura 9 - Placas em estufa de 36°C onde permaneceram por 24 horas.

Fonte: Propria autora, laboratério de controle de qualidade de alimentos, 2015.

1. Teste de crescimento em Agar Triplice Agucar Ferro (TSI): Com uma agulha
de inoculagao, inoculou-se cada cultura no agar por picada profunda e estriamento
na superficie inclinada. O meio agar TSI contém glicose (1,0 g/L), lactose (10,0 g/L)
e sacarose (10,0 g/L). A maioria das Salmonellas ndo sdo capazes de fermentar a
sacarose e a lactose e por isso o meio ndo € alterado. No entanto, a glicose, que
esta em baixa concentracdo, € rapidamente fermentada anaerobiamente. A
fermentagdo da glicose deixa o meio acido no fundo do tubo, pela viragem do
indicador vermelho de fenol, causando o amarelamento do meio. Quando a glicose é
esgotada, o substrato proteico de meio € degradado aerobiamente pela Salmonella
e a produgédo de amoniaco (NH;) confere ao meio um pH alcalino, que modifica a
coloragao do bisel para rosa intenso. A incubacéo dos tubos foi feita a 36 °C durante
18-24 horas, observando se houve ocorréncia de reacgao tipica de Salmonella.

2. Descarboxilacdo da lisina: A inoculacéo foi feita por picada profunda em Agar
Lisina Ferro (LIA), estriando na superficie inclinada. Em seguida, o tubo inoculado foi
incubado a 36 °C durante 24-30 horas, observando a ocorréncia de descarboxilagcao
da lisina por alcalinizagado do meio (viragem do indicador purpura de bromocresol, de
amarelo (negativo) para violeta (positivo). Com excecao da Salmonella paratyphi A e
alguns outros sorovares, a maioria das salmonelas sao lisina-positivas.

3. Meio Agar Sulfeto Indol Motilidade (SIM) e Producdo de Indol: O teste de
motilidade foi feito ao se inocular o meio SIM com picada no centro do meio de

cultura e posterior incubagao a 36 °C, de 24-30 horas. A difusdo do crescimento por



todo o meio indica motilidade e caso for restrito a linha de semeadura, indica que o
micro-organismo € imoével. Assim, a maioria das salmonelas apresentam motilidade
positiva. Grande parte das salmonelas também produzem o gas incolor sulfeto de
hidrogénio (H,S), que ao reagir com o citrato de ferro e amonio presente no meio,
forma um precipitado negro insoluvel, indicando a presenga do micro-organismo.
Apos teste de motilidade e produgao de H,S, foram adicionadas aos tubos algumas
gotas do reativo de Kovacs (cor amarelado), para verificar a producdo de indol,
derivado da oxidacao do triptofano presente no meio SIM. A formacédo de um anel

vermelho-violeta na superficie do meio de cultura indica que o teste é positivo.

Os resultados foram expressos por “presenca” ou “auséncia” de Salmonella
spp. em 25 mL do leite, de acordo com a legislagcéo brasileira que determina ser
impréprio para consumo, qualquer alimento que contenha pelo menos uma coldnia

de Salmonella spp. em 25 g de qualquer alimento (ANVISA, 2011).

5.6 Analise de Bacillus cereus

Para determinar a presenca de Bacillus cereus , as amostras de leite foram

diluidas (10", 102 e 10®) (Fig. 10) e inoculou-se 0,1 mL de cada diluicdo em placas

de Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP) (Fig. 11). 1,0 mL da diluigio 10" foi
inoculada, distribuindo o volume de 0,3 mL em trés placas de MYP e 0,1 mL em uma
quarta placa. O inoculo foi espalhado com alga de Drigalski e as placas foram
incubadas a 30 °C durante 24 horas (Fig 12) Posteriormente, as coldnias
presuntivas (5 por placa) foram selecionadas e isoladas em tubo contendo Agar
Nutriente inclinado, incubando-se nas condi¢cdes anteriores. Em seguida, foram

realizados os seguintes testes bioquimicos:



Figura 10 - Diluigdes usadas para a analise - 10", 102 e 10*

Fonte: Prépria autora, laboratério de controle de qualidade de alimentos, 2015.

Figura 11 - Estriamento da placa de MYP usada para analise de Bacillus Cereus.

Fonte: Prépria autora, laboratorio de controle de qualidade de alimentos, 2015.



Figura 12 - Placas (do meio MYP ja com as diluigdes da analise do leite) em estufa de 30°C.

Fonte: Prépria autora, laboratério de controle de qualidade de alimentos, 2015.

1. Teste de reducéo de nitrato: Uma algada com inéculo da cultura foi transferida
para tubos contendo Caldo Nitrato e incubados a 35 °C durante 24 horas. Decorrido
esse tempo, 1,0 mL da cultura foi adicionado em um tubo estéril, adicionando 0,25
mL de diferentes reagentes (solucdo 0,8% de acido sulfanilico; solugéo 0,5% de
a-naftol). A confirmacéo de cepas de Bacilus cereus foram confirmadas quando
houve mudanga de cor do meio para rosa avermelhado em no maximo dez minutos,
indicando teste positivo. A maioria das cepas de B. cereus sao nitrato-positivas.

2. Teste de motilidade: O teste foi realizado inoculando tubos de Agar Motilidade
para B. cereus, por picada no fundo do tubo e incubando os tubos a 35 °C durante
24 horas. A migracado das células para a regiao fora da linha de incubagao foi
classificada como motilidade positiva e quando o crescimento se restringiu a linha de
inoculagdo como motilidade negativa.

3. Teste de Voges-Proskauer (VP) modificado: Uma algada com indculo leve da
cultura foi inoculada em tubos contendo Caldo VP Modificado para Bacillus,
incubando-se posteriormente a 35 °C durante 48 horas. Ap6s o periodo de
incubacédo, 1,0 mL da cultura (VM-VP) foi transferido para um tubo estéril,
acrescentando ao tubo 0,6 mL de solugao de 5% de a- naftol e em seguida o tubo foi
agitado. 0,2 mL de solugédo de KOH (40%) foi adicionado e durante 1 hora observou
se houve mudanga na coloragdo do meio para rosa ou vermelho (teste positivo). O
numero de Bacillus cereus foi calculado multiplicando o numero de coldnias

confirmadas nas provas confirmativas pelo fator de diluigao.



Os resultados (Quadro 4) foram expressos em Unidade Formadora

Colbnia/grama ou mL (UFC/g ou mL).

Quadro 4 — Exemplo para calcular os resultados em UFC/g

de

Diluicdo 10" Coldnias tipicas: 6

Colbnias submetidas a confirmacao: 6
Colbnias confirmadas (50% = 50/100 =0,5): 3
UFC/g =6 x 10™ x10** x 0,5 = 3,0x1072

*O inverso da diluicao, ou seja, a diluicao positiva.

**Referente a diluicdo, pois inoculou-se 0,1 entdo multiplica por 10.



Figura 13 - Esquema representativo de analise para contagem de B. cereus por

plagueamento direto.
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Fonte: Adaptado de (SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 2017).

5.7 Analise de Staphylococcus aureus coagulase positiva

As amostras de leite foram diluidas em saco de Stomacher, como descrito
anteriormente, para em seguida realizar a diluicdo seriada (102 e 107°) das

amostras. (Fig. 14) A partir da primeira diluicdo, 1 mL de cada amostra foi inoculada



na superficie de placas Agar Baird — Parker (BP) e o volume distribuido em quatro
placas, trés contendo 0,3 mL e uma contendo 0,1 mL(Fig 15). Para as outras
diluigbes, (10‘2 e 10'3), inoculou-se 0,1 mL da amostra, espalhando sobre as placas
com uma alga de Drigalski. Apos secagem das placas, as mesmas foram incubadas
a 35 °C durante 48 horas (Fig 16) selecionando para contagem as placas que
continham 20 a 200 colbnias de Staphylococcus aureus, exceto nos casos em que
as colbnias tipicas estiveram presentes em placas mais cheias. Cinco colbnias
tipicas foram selecionadas para o teste de coagulase transferindo-se cada coldnia
para tubos contendo Caldo Infusdo Cérebro Coracdo (BHI, Brain Heart Infusion).
Uma alcada de cada tubo BHI foi transferida para tubos Agar Tripticase de Soja
(TSA) inclinados, incubando os mesmos a 35 °C entre 18-24 horas. Os seguintes

testes bioquimicos foram realizados:

1. Teste de coagulase: 0,2 mL de BHI foram transferidos para tubos estéreis de
10x10mm, emulsionando fortemente e adicionando 0,5 mL de coagulase plasma de
coelho — EDTA. Os tubos foram agitados gentilmente com movimentos circulares e
incubados a 35 ° £ 1 °C. Os tubos foram monitorados durante 6 horas para
verificacdo da formagdo de coagulo firme que ndo se rompe quando o tubo é
inclinado ou invertido, considerando assim, o teste positivo para Staphylococcus
aureus.

2. Teste de catalase: O teste de catalase é realizado ao se adicionar gotas de
peroxido de hidrogénio 3% aos tubos de TSA inclinados. A formagao de bolhas,
decorrente da atividade da enzima, caracteriza o teste como positivo. As cepas de
Staphylococcus aureus sao catalase-positivas.

Os resultados (Quadro 3) foram expressos como UFC/g ou mL, em fungédo do
numero de coldnias tipicas contadas, diluicdo inoculada e percentagem de coldnias

confirmadas.



Figura 14 - Esquema representativo de analise de S. aureus pelo método de

contagem direta em placas.
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Figura 15 - Estriamento da placa de BP usada para analise de S. Coagulase

Positivo

Fonte: Prépria autora, laboratorio de controle de qualidade de alimentos, 2015.

Figura 16 - Placas (do meio BP ja com as diluicbes da analise de leite) em estufa

Fonte: Prépria autora, laboratério de controle de qualidade de alimentos, 2015.

5.8 Andlise dos dados

A anadlise dos dados obtidos foi realizada ao comparar os resultados com os
valores preconizados pela RDC n° 12, de 12 de janeiro de 2001 (ANVISA, 2011). Os
dados também foram descritos como porcentagem, em fungdo do numero total de

amostras analisadas ou amostras analisadas por ano e quando possivel, descritos



os valores minimos e maximos encontrados. Os graficos foram editados no Microsoft

Office Excel para Windows.



Quadro 4 — Padrdes microbioloégicos para alimentos, considerando a importancia de compatibilizar a legislagado nacional com
regulamentos, relacionados aos critérios e padrdes microbioldgicos para alimentos

ALIMENTOS INFANTIS MICRORGANISMO TOLERANCIA PARA AMOSTRA TOLERANCIA PARA AMOSTRA REPRESENTATIVA
INICIATIVA
n c m M
Produtos prontos ou instantaneos que serdao consumidos com ou sem adigéo de Coliformes a 35°C/g (mL) 10 5 2 <3 10

liquidos, por bebés de até 1 ano de idade, a excegédo dos prematuros, incluindo as
féormulas infantis, exceto os que receberam tratamento térmico em embalagens
herméticas.

Coliformes a 45°C/g (mL) Auséncia 5 0 Aus

Estaf.coag.positiva/g (mL) Auséncia 5 0 Aus
B.cereus/g (mL) 102 5 1 10 102

Salmonella sp/25g (mL) Auséncia 10 0 Aus

Fonte: RDC N° 12 determinada pela ANVISA (2001)



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a obtencdo dos resultados apresentados neste trabalho, foram
analisadas 288 amostras de leite coletadas entre os anos de 2015 e 2020. Das
amostras analisadas, 17 estavam em desacordo com os padrées microbiolégicos
(figura 17) para alimentos, preconizados na RDC N° 12 determinada pela ANVISA
(2001).

Figura 17 - Amostras em desacordo com a Legislac&o, de acordo com cada

microrganismo considerando os anos de 2015 a 2020.
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Fonte: ANVISA, 2001.

A seguir serdo apresentados os dados para cada parametro microbioldgico.

6.1 Avaliacao de Coliformes totais e coliformes termotolerantes (45 °C)

Nos anos de 2015 a 2018 nao foi observado presenca de coliformes totais, no

entanto, nos anos de 2019 e 2020 foi observado a presengca do mesmo. Isso indica



que, considerando o total de amostras avaliados neste estudo (n=288), 2,7 % n=8)
apresentou amostras ndo conformes, enquanto 97,3%9 n=280) apresentou amostras

dentro dos padrdes higiénicos sanitarios.

Levando em consideragdo cada ano (Figura 18), foi possivel observar uma
que no ano de 2019, 2,08% (n=1) das amostras analisadas estavam em desacordo
com a legislagdo brasileira para o parametro coliformes totais. Em 2020 esse

percentual foi de 14,6 % (n=7)

Figura 18 - Percentual de adequacao para contagem de Coliformes Totais em
formulagdes infantis utilizadas na preparagdo de mamadeiras em um lactario de

Maceid, durante os anos de 2015 a 2020.
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Fonte: Propria autora, 2020.

Quanto aos coliformes termotolerantes, apenas uma amostra, no ano de

2020, foi detectada a presenga desse micro-organismo a 45 °C.

A presenca de coliformes totais e termotolerantes pode ser consequéncia de
diferentes fatores associados a manipulagdo das formulagbes ou ao ambiente em

que tais formulagdes sao preparadas. A contaminagao por coliformes pode ocorrer



por meio da agua utlizada para enxague de equipamentos, como
homogeneizadores, ou por inadequacgao da estrutura fisica e organizacional do local
de preparo nos hospitais (MAURICIO et al., 2017). Condicdes inadequadas
favorecem o crescimento bacteriologico em ambientes e no caso de lactarios, pode
ser a causa direta da contaminacao das formulagdes preparadas nesses ambientes
cujas condicdes sanitarias ndo sdo adequadas (BARROS e ANTONIO, 1997).

Em algumas amostras foram detectados coliformes totais e termotolerantes. A
depender do ano em que as amostras foram coletadas, houve auséncia de
coliformes, o que pode indicar que alguns cuidados em determinados periodos
foram mais rigorosos.

Coliformes ausentes em alimentos € um indicativo de que este alimento esta
préprio para consumo, porém, utensilios usados na preparacdo das formulacoes,
como colheres, liquidificador ou ainda utensilios de plastico, que venham a estar

contaminados, oferecem risco a saude dos lactentes (MOMESSO et al., 2016).

6.2 Avaliagao da presencga de Salmonella spp.

Para a avaliagcdo da Salmonella, foi possivel observar que nado houve
contaminagao das formulagdes por esse micro-organismo, uma vez que 0 mesmo
esteve 100% ausente em todas as amostras coletadas entre 2015 e 2020. Esses
resultados indicam que as medidas sanitarias adotadas foram bastante eficientes no
controle de contaminagao contra a Salmonella spp. e as formulagdes dentro dos

padrdes microbiologicos.

Corroborando com esse resultado, MAURICIO et al. (2017) também n&o
encontraram a presenca de Salmonella spp. nas formulagbées preparadas em lactario
hospitalar. Por outro lado, esse microrganismo tem sido detectado em formulagdes,
assim como tem sido identificado em criangas abaixo de 1 ano de idade, indicando o

consumo de formulagdes contaminadas (JONES et al., 2019).

Uma das estratégias para se evitar a contaminagéao por Salmonella, é que as
formulagbes sejam preparadas com agua a altas temperaturas, a partir dos 70 °C.
Isso evita que ocorra o crescimento de microrganismos nas formulagdes lacteas
(FAO/WHO, 2007; LOSIO et al., 2018). Tanto a temperatura quanto o tempo de



permanéncia da amostra a determinada temperatura pode influenciar no
crescimento bacteriano, uma vez que condicdes adequadas podem prevenir esse
crescimento ao causar danos na membrana bacteriana ou desnaturando enzimas e

proteinas presentes nos microrganismos (LANG et al., 2018).

E importante destacar que alguns patégenos originados de fontes alimentares
podem permanecer ser no alimento sem se desenvolver em diversas matrizes
alimentares. Ainda que permanegam sem se desenvolver, esses patdgenos podem
sobreviver por longos periodos, conferindo contaminagdo alimento e humana,
principalmente a dos lactentes (LIAN et al., 2015). Dessa forma, formulas infantis
contaminadas com Salmonella, por exemplo, podem causar sintomas em infantes,
como diarreia e alguns casos levar ao desenvolvimento de infecgbes graves, como

os casos de bacteremia e meningite (CAHILL et al., 2008).

Além disso, casos de infec¢cao por Salmonella estdo associados a um grande
numero de internacdes de criangas hospitalizadas abaixo dos trés anos de idade.
Essas criangas apresentaram sintomas que incluem vOmitos e diarréias. Outra
preocupacao € que devido as infeccbes e medicagbes usadas no combate as
infeccdes, alguns tipos de Salmonella podem adquirir resisténcia a antibioticos, o

que dificulta o tratamento dos infectados (WU, L. J. et al., 2021).
6.3 Avaliacao da presenga de Bacillus cereus

Dentre as formulagdes que foram coletadas, foi detectada contagem de de B.
cereus acima do permitido nos anos de 2016, 2018, 2019 e 2020. O valor minimo

encontrado foi de 1,0 x 102 UFC e o maximo 1,7x10% .

No geral, 97,6% (n=281) das amostras estdo de acordo com os padrdes
microbiolégicos para este parametro, enquanto 2,4% (n= 7) apresentaram valores

acima do permitido.

Os anos de 2015 e 2017, estiveram dentro dos padrbes microbiolégicos
(<10,0 UFC). O B. cereus apresentaram contagens acima do permitido em 6,25 %
(n=3) das amostras em 2016 e 4,17% (n= 2) em 2018/2020 e 2,08% (n=1) no ano
de 2019 (Fig. 19). Isso sugere que a forma como as formulagcbes estdo sendo
manipuladas no lactario, em alguns momentos, pode estar favorecendo a

contaminacgao do leite e do lactente.



O B. cereus é um dos microorganismos que também tem sido encontrado em
formulagdes lacteas e esta associado a sintomas de infeccdo, como diarreia. Uma
pesquisa realizada por ORGANJI (2015), constatou que o B. cereus, além de outros
tipos de Bacillus, estava presente em diversos produtos, incluindo leite e
formulagdes lacteas infantis. Os isolados foram caracterizados como produtores de
endotoxinas e resistentes a penicilina G. Nas fezes de criancas também estava

presente o micro-organismo (ZHANG et al., 2017).

B. cereus pode causar infecgbes graves em criangas. Raramente ocorre
infeccdo no sistema nervoso central, mas os casos de mortalidade sao elevados.
Adicionalmente, infeccdo no sistema nervoso central em neonatos pode ser causada
por agravo de meningite aguda, durante dois meses, e essa infecgao parece estar
associado ao B. cereus, ainda que ndo se saiba a fonte desse micro-organismo
(HORII et al., 2012). Isso fortalece ainda mais as medidas de cuidados que se deve
ter em lactarios hospitalares, com o intuito de prevenir quadros infecciosos nos

lactentes que dependem de formulagdes lacteas que passam por manipulacao.

Figura 19 - Contaminagao por Bacillus cereus em formulagdes infantis utilizadas na
preparacao de mamadeiras em um lactario de Maceid, durante os anos de 2015 a
2020.
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Fonte: Propria autora, 2020.



Outros estudos também corroboram com os resultados desse trabalho, ao
identificar a presenca de B. cereus em formulagdes lacteas infantis (HEINI et al.,
2018; PEI, 2018), havendo a possibilidade do fator contaminacao estar associado ao
ambiente, as vestimentas e maos n&o higienizadas adequadamente dos
funcionarios, o processo de produgao e a forma de transporte das formulagdes (LIU,
2018).

Outro fator que reduz o nivel de contaminacéo das formulacgdes, é a forma de
estocagem. Estocar as formulagdes a temperaturas que variam de 2 a 8 °C pode
evitar o crescimento microbiano em férmulas infantis manipuladas. Mesmo apés a
diluicdo das formulagdes, o crescimento de micro-organismo pode aumentar de 20 a

30 vezes apos o preparo, quando em temperatura ambiente (PEREIRA et al., 2013).

6.4 Avaliagao da presenga de Staphylococcus coagulase +

Em relacdo a presenga de Staphylococcus coagulase + nas formulagoes
lacteas do hospital estudado, foi verificado que houve uma boa conduta nos padroes
de higiene em func&o de prevenir a contaminagao do leite por este micro-organismo,

ja que todas as amostras estavam dentro dos padrdes microbioldgicos.

Corroborando com os achados deste trabalho, RODRIGUES (2014) ao
investigar formulagdes lacteas de um lactario, observou auséncia de Staphylococcus
aureus nas formulagées. No entanto, ao realizar essa investigagado nos funcionarios
que manipulam as formulagdes, identificou a presenga do microorganismo nas
fossas nasais € maos. A contaminacdo muitas vezes acontece no processo de
abertura das embalagens e preparo do leite, devido a falta de higiene por parte dos

manipuladores e das condigdes inadequadas do lactario, como sugere a autora.

Mello e Rosa (2017), avaliaram nove formulagbes em um lactario e
constataram que apenas duas (22,22%) estavam dentro das recomendagdes da
resolugdo RDC n° 12 de 2001 da ANVISA. Além de Staphylococcus (10?2 UFC/mL),
Salmonella sp, Escherichia coli e Enterococcus sp também foram detectados
nessas formulagdes, considerando assim, impréprias para o consumo (MELLO e
ROSA, 2017).



Muitas vezes, as formulagdes lacteas sdo a maneira pela qual os
recém-nascidos ou lactentes e criancas adquirem os nutrientes necessarios. Em
muitos casos, esses individuos estdo em processo de recuperagao devido a saude
fragilizada e podem nao ter um sistema imune eficiente. O preparo das formulagbes
em condigdes de higiene sanitaria adequadas, € capaz de minimizar o risco de
contaminacgao dessa populacao especifica (GALEGO et al., 2017).

Estudos estatisticos da Organizagao Mundial de Satide (OMS) comprovaram que mais
de 60% dos casos de doencas de origem alimentar sdo decorrentes do controle higiénico-
sanitario de manipuladores inadequado, da ndo conformidade das técnicas de processamento,

da higiene da estrutura fisica, utensilios e equipamentos deficiente (OMS, 2010).

A contaminagdo dos alimentos servidos nos hospitais pode ocorrer durante toda a
cadeia produtiva, ou seja, desde a producdo primaria até o consumo e pode resultar da
contaminagdo ambiental, incluindo a polui¢ao da 4gua, ou do ar. A matéria-prima também
pode ser uma fonte de contaminacdo, estando contaminada antes mesmo do recebimento,
sendo necessario o controle higi€nico sanitdrio, ndo apenas nos locais de manipulag¢ao, mas

também dos fornecedores. (ANVISA, 2006; BRASIL, 2010; OMS, 2010).

Visto que a higiene pessoal e ambiental também ¢é considerada de elevado risco
sanitario (WHO, 2006) e suas conformidades no ambiente de manipulagdo sdo essenciais para

prevenir a contaminagao cruzada (WHO, 2015).



7 CONCLUSAO

Os cuidados que se deve ter ao se manipular alimentos em ambiente
hospitalar € de extrema importancia para preservar a saude dos individuos que
estdo sob cuidados nessas instalagdes. Principalmente recém-nascidos que

dependem do leite para sua nutricao, e possuem um sistema imune ainda imaturo.

Neste trabalho realizado a partir de coletas de formulagdes lacteas infantis em
um hospital de Maceio-Alagoas, foi possivel perceber que apesar da maioria das
amostras estarem dentro dos padrdes microbiologicos, em alguns momentos houve
descuido quanto a manipulacdo das formulagcbes lacteas, uma vez que foi
identificada contagens acima do permitido na legislagdo vigente de
micro-organismos, como os coliformes e Bacillus cereus. Este dado sugere que a
manipulacado inadequada das formulagdes infantis € a principal causa contaminante
das formulagdes.

A depender do ano em que se foi coletado e do més, houve uma variacdo da
frequéncia de formulagdes contaminadas, o que sugere que nem sempre 0 ambiente
de manipulagdo ou os responsaveis pela preparacao das formulagdes, estdo sob
condigbes de higiene adequadas. Tais dados tornam necessario um reforgo adicional

as boas praticas de fabricacao e validagao rigorosa da saude dos manipuladores.

Esses achados reforgam o quanto o processo de higienizagdo pessoal e
ambiental sdo importantes para se prevenir a contaminagdo cruzada durante o
preparo, manipulacao e analise das formulag¢des, tornando indispensavel a utilizagao
de processos de higienizacdo padronizados e adequada capacitagdo dos
funcionarios.

Os cuidados com os equipamentos utilizados também influenciam na taxa de
contaminagao do leite que é ofertado aos lactentes, sendo necessario se fazer um
acompanhamento microbiolégico da agua utilizada tanto para lavagem dos utensilios

quanto para diluicao das formulagdes lacteas.

Nessa perspectiva, fica claro que o monitoramento microbiolégico constante é
importante e necessario para reduzir significativamente a frequéncia e nivel de
infeccbes em lactentes, e por isso faz-se necessario estabelecer ndo s6 medidas

sanitarias, mas educativas que além de evitar a contaminagcdo das formulacdes



durante o preparo, proporciona uma nutricdo adequada para o desenvolvimento

desses individuos que estdo desenvolvendo maturidade imunoldgica.
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ANEXO 1

Tabela Numero Mais Provavel (NMP)

Tabela NMP-1. Numero Mais Provivel (NMP) e intervalo de confianca a nivel de 95% de probabilidade, para diversas
combinacoes de tubos positivos em série de tres tubos. Quantidade inoculada da amostra: 0,1 -0,01 € 0,001g ou ml.

Combinacio M/ l Intervalo cie confianca Combinacdo | .. In}en’alo cie
de tubos + NI goum (95%) de tubos + NMP/gouml | confianca (95%)
Minimo Maximo Minimo Maximo
0-0-0 <30 - 9.5 2-2-0 21 4,5 42
0-0-1 3,0 0,15 9.6 2-2-1 28 8,7 94
0-1-0 3,0 0,15 11 2-2-2 35 8,7 94
0-1-1 6,1 1,2 18 2-3-0 29 8,7 94
0-2-0 6,2 1,2 18 2-3-1 36 8,7 94
0-3-0 9,4 3,6 38 3-0-0 23 4,6 94
1-0-0 3,6 0,17 18 3-0-1 38 8,7 110
1-0-1 7.2 1.3 18 3-0-2 64 17 180
1-0-2 11 3,6 38 3-1-0 43 9 180
1-1-0 7.4 1.3 20 3-1-1 75 17 200
1-1-1 11 3,6 38 3-1-2 120 37 420
1-2-0 11 3,6 42 3-1-3 160 40 420
1-2-1 15 4.5 42 3-2-0 93 18 420
1-3-0 16 4.5 42 3-2-1 150 37 420
2-0-0 9,2 1.4 38 3-2-2 210 40 430
2-0-1 14 3,6 42 3-2-3 290 90 1.000
2-0-2 20 4.5 42 3-3-0 240 42 1.000
2-1-0 15 3,7 42 3-3-1 460 90 2.000
2-1-1 20 4.5 42 3-3-2 1.100 180 4.100
2-1-2 27 8.7 94 3-3-3 >1.100 420 -

Fonte: Bucteriological Analytical Manual ( Bloclge tt, 2006) .

Retirada de SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA (2017).



ANEXO 2

Enderecos eletronicos para acessar as informagoes referente as formulas infantis utilizadas na pesquisa.

Tipo da Férmula

Endereco Eletronico

Formula 1: Pré nan

https://www.nestlebabyandme.com.br/nossas-marcas/formulas-infantis/pre?gclsrc=aw.ds&gclid=Cj0KCQjw_dWGBhDAARIsAMcYuJx
u9hfW5QYNp_ERuUNANOedZWghcKaETGNyhYBtJdqS1c-JmLijrgloaAqVKEALwW_wcB

Férmula 2: Nan ha

https://www.nestlebabyandme.com.br/nossas-marcas/formulas-infantis/nan-ha

Férmula 3 Nan pro 1

https://patiogourmet.com.br/online/produto/leite-em-po-nan-pro-1-nestle-lata-800-g/207

Formula 4: Nestogeno 1

https://www.nestlebabyandme.com.br/nossas-marcas/formulas-infantis/1

Férmula 5: Aptamil pré

https://www.bemolfarma.com.br/mobile/formula-infantil-danone-aptamil-pre-0-2-anos-ou-mais-400g-p1034866

Formula 6: Aptamil ha

https://www.alobebe.com.br/leite-aptamil-ha-800g.html|,236137?0=8718117604425

Formula 7: Aptamil

(profutura) 1

https://www.amazon.com.br/Aptamil-Pro-Futura-400G-Nv/dp/B07MBTSQ6V/ref=asc_df B07MBTSQ6V/?tag=googleshopp06-20&link
Code=df0&hvadid=404788689327 &hvpos=&hvnetw=g&hvrand=9511727793039308654 &hvpone=&hvptwo=&hvgmt=&hvdev=m&hvd
vemdI=&hvlocint=&hvlocphy=9074170&hvtargid=pla-912113866957 &psc=1

Formula 8: Nan confor 1

https://www.nestlebabyandme.com.br/nossas-marcas/formulas-infantis/nan-800g

Férmula 9: Nestogeno 2

https://www.nestlebabyandme.com.br/nossas-marcas/formulas-infantis/1-2kg#

Férmula 10: Nan supreme
1

https://www.nestlebabyandme.com.br/nossas-marcas/formulas-infantis/nan-supreme-1-formula-infantil-lata-800g?gclsrc=aw.ds&gclid
=CjwKCAjwieuGBhAsEiwA1Ly _nUxdHYejn7xXUr5x7rINVA7 zutfFvUlow4cJRFbowqfiAHRWIWCPuhoCrJ4QAvD_BwE

Férmula 11: Aptamil Ar

https://www.amazon.com.br/Aptamil-Ar-800G-Nv/dp/B07MFFRG7 3#immersive-view_ 1624996698717

Formula 12: Nan sem

lactose

https://www.nestlebebe.pt/produtos-e-marcas/leites-infantis-e-leites-de-crescimento/leites-especiais/nan-sem-lactose#

Férmula 13: Pregomin

https://www.danonenutricia.com.br/produtos/infantil/formulas-infantis/formula-infantil-pregomin-400g

Férmula 14 Aptamil
Premium 1

https://www.danonenutricia.com.br/produtos/infantil/formulas-infantis/aptamil-premium-1-800g1#




